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= (54) Title: DIAGNOSIS KIT, DNA CHIP, AND METHODS FOR DIAGNOSING OR SUPERVISING THE TREATMENT OF 

jjj TESTICULAR CANCER 

= (54) Bezeichnung: DIAGNOSE-KIT, DNS-CHIP SOWIE VERFAHREN ZUR DIAGNOSTIK ODER BEHANDLUNGSKONT- 
ROLLE BEI HODENKREBS 

^jj (57) Abstract: The invention relates to a diagnosis kit, a DNA chip, and to methods for diagnosing or supervising the treatment 

^3 of testicular cancer, which are of greatest importance, in particular, within the scope of cancer prevention and post-treatment. The 

- invention is essentially characterized in that the mRNA of testicular tumor markers is detected in a blood sample, whereby the tumor 

^ markers depict a tumor-associated gene expression. To this end, particularly (5-hCG, AFP, PLAP or GCAP come into question. The 

(sj detection of the mRNA is carried out by reverse transcription in cDNA and by subsequently amplifying selected segments of the 

^ cDNA by means of polymerase chain reaction. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Diagnose-Kit, ein DNS-Chip sowie Verfahren zur Diagnostik oder 
2 Behandlungskontrolle bei Hodenkrebs, wie sie insbesondere im Rahmen der Krebsvor- und -nachsorge von grflsster Wichtigkeit 

sind. Die vorliegende Erfindung beruht dabei im wesentlichen darauf, dass die mRNS von Hodentumormarkem in einer Blutprobe 
^ nachgewiesen wird, wobei die Tumormarket eine tumorassoziiertc Genexpression darstellen. Hierfiir kommen insbesondere PLAP 
^ oder GCAP in Frage. Der Nachweis der mRNS erfolgt durch reverse Transkription in cDNS und anschliessende Amplifikation 
^ ausgewahlter Abschnitte der cDNS mittels Polymerasekettenreaktion. 



WO 03/044224 



PCT/EP01/13606 



Diagnose-Kit, DNS-Chip sowie Verfahren zur Diagnostik 
Oder Behandlungskontrolle bei Hodenkrebs 

Die vorliegende Erfindung betrif ft ein Diagnose-Kit, 
einen DNS-Chip sowie ein Verfahren zur Diagnostik 
oder Behandlungskontrolle bei Hodenkrebs. Im* Rahmen 
der Krebsvor- und -nachsorge ist es von grofier Wich- 
tigkeit, maligne Hodentumore bzw. rezidive maligne 
Hodentumore anhand des Auftretens metastasierender 
Tumor zellen im Blut frtihzeitig nachweisen zu kdnnen. 

Hodenkrebs ist ftir weniger als 2% aller bosartigen 
Neubildungen von Tumoren beim Mann verantwortlich. 
Allerdings handelt es sich bei 20-30% aller Krebser- 
krankungen unter 40jcihriger Manner urn Hodenkrebs. Die 
Zahl der j&hrlichen Neuerkrankungen beispielsweise in 
der Bundesrepublik Deutschland betragt ca. 3600, wo- 
bei ca. 240 McLnner an Hodenkrebs sterben. Die httchste 
Inzidenz findet man dabei zwischen dem 25. und 40. 
Lebensjahr. Durch den Fortschritt in der onkologi- 
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schen Therapie k5nnen heute tiber 90% aller Betroffe- 
nen langfristig geheilt werden. Die hohen Oberlebens- 
raten begrtinden sich dabei in der ausgepragten Wirk- 
samkeit der cis-Platin-basierenden Chemotherapien. 

5 

Dabei gilt es, im klinischen Stadium 1 der Erkrankung 
zu entscheiden, ob der Patient mit einer Chemothera- 
pie und/oder mit einer Operation belastet werden mufi, 
urn einen dauerhaften Heilungserfolg zu erzielen. Eine 

10 groBe Anzahl von Patienten wird dabei chemotherapeu- 

tisch behandelt/ obwohl kein gesicherter Nachweis ei- 
ner Metastasierung vorliegt. In den Konzepten, die 
auf einer reinen Uberwachung aufbauen, kommt es je- 
doch in 25% der Faile zu Rezidiven mit zum Teil tod- 

15 lichem Ausgang. 

Bei den derzeit angewandten Untersuchungsmethoden 
werden bei Krebspatienten sogenannte Tumormarker auf 
Proteinebene (immunologisch bzw. enzymatisch) quanti- 

20 tativ im Blut oder in anderen Korperf ltissigkeiten er- 

mittelt. Diese Nachweisverf ahren sind jedoch ftir die 
Tumordiagnostik bzw . Behandlungskontrolle/Nachsorge 
bei Hodentumor nur bedingt geeignet, da erhdhte Tu- 
mormarkerwerte in .Korperf lUssigkeiten auch durch 

25 nichttumorose Erkrankungen, wie beispielsweise Ent- 

ziindungen des Magen-Darm-Traktes, Leberzirrhose, Vi- 
rusinfekte oder starkes Rauchen hervorgeruf en werden 
ktfnnen . 

30 Molekulargenetische Verfahren erscheinen hier ftir den 

Nachweis von Tumorzellen im peripheren Blut hilf- 
reich, da am Beginn des Metastasierungsprozesses der 
Obertritt von Tumorzellen ins ven5se Blut stehen 
kann. 



35 
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Die EP 0 520 794 Bl offenbart ein derartiges Verfah- 
ren, bei dem Metastasierungen in Korpergeweben Oder 
Fltissigkeiten erfafit werden. Dabei werden NukleinsSu- 
ren erfaflt, beispielsweise mittels Vervielf aitigung 
5 durch Polymerase-Kettenreaktion. Das Verfahren beruht 

nun entscheidend darauf, dafl die nachgewiesene Nu- 
kleins&uresequenz in Zellen des Herkunf tsgewebes ei- 
nes Tumors exprimiert wird, d.h. in Tumor zellen und 
marker- abhcingig auch in den gesunden Zellen des Her- 

10 kunf tsgewebes. Weitere Bedingung ist, dafl diese Se- 

quenz jedoch nicht in denjenigen Zellen exprimiert 
wird, deren Gewebe untersucht wird. Wird also eine 
entsprechende Sequenz in der untersucht en Probe ge- 
funden, so mufi diese von verschleppten, d.h. metasta- 

15 sierenden Zellen eines ortsfremden Tumors herrtihren. 

Damit beruht dieses Verfahren letztlich auf dem Nach- 
weis von Zellen, die in der Blutprobe von gesunden 
Personen nicht vorkommen sollten. 

20 Insgesamt ist f estzustellen, dafl die derzeit verwen- 

deten diagnostischen Methoden zu ungenau sind, wenn 
es urn die Beurteilung der malignen Potenz von Resttu- 
moren nach durchgeftihrter Chemotherapie in den meta- 
stasierenden Stadien geht. Es gilt also weiterhin, 

25 Nachweise ftir eine okkulte bzw. restliche Metastasie- 

rung zu finden, die eine rechtzeitige Einordnung in 
die vielfaltigen primar kurativen therapeutischen Op- 
tionen zulassen. 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 

Verfahren, ein Diagnose-Kit sowie einen NukleinsMure- 
Mikroarray zur VerfUgung zu stellen, mit denen Tumor- 
zellen bei Hodentumorerkrankungen im peripheren Blut 
nachgewiesen werden kdnnen. 

35 



Diese Aufgabe wird durch das Diagnose-Kit nach An- 
spruch 1, den Mikroarray nach Anspruch 20 sowie das 
Verfahren nach Anspruch 22 und deren Verwendung nach 
Anspruch 45 gelSst. Vorteilhafte Weiterbildungen des 
erfindungsgem&flen Diagnose-Kits, Mikroarrays, Verfah- 
rens oder der Verwendungen werden in den jeweiligen 
abh&ngigen Ansprtichen gegeben. 

Die vorliegende Erfindung beruht im wesentlichen dar- 
auf, dafl nicht etwa auf immunologischer oder enzyma- 
tischer Ebene Hodentumormarker im Blut von Patienten 
nachgewiesen werden, sondern daJJ die mRNS (Messenger- 
Ribonukleins&ure) von Hodentumormarkern in einer 
Blutprobe nachgewiesen wird, wobei die Tumormarker 
eine tumorassoziierte Genexpression darstellen. Als 
Marker ftir Hodentumoren werden erf indungsgemafi die 
Plazenta-spezifische alkalische Phosphatase (PLAP) 
und die Keimzell-spezifische alkalische Phosphatase 
(GCAP) , die bei Hodentumoren exprimiert werden, das 
epitheliale Glycoprotein (GA733_2 oder EGP40) , das 
high-mobility group protein Isoform I-C (HMGI-C) so- 
wie der Gastrin freisetzendes Peptid-Rezeptor (GRPR) 
erfafit. Der Nachweis kann dabei ftir nur einen der 
Marker oder auch ftir eine beliebige Anzahl dieser 
vier Hodentumorenmarker in Kombination miteinander 
durchgefUhrt werden, wobei jedoch zumindest ein Nach- 
weis der mRNA der Marker GA733.2 und/oder GCAP/PLAP 
erfolgt.. Das erf indungsgemafle Kit kann daher Oligonu- 
kleotidpaare ftir nur einen oder eine beliebige Aus- 
wahl oder auch alle der vier Hodentumormarker enthal- 
ten. 

Dadurch werden alle diejenigen Falle nicht erfafit, 
bei denen beispielsweise aufgrund von anderen Krank- 
heiten ebenfalls die Hodentumormarker im Ursprungsge- 
webe exprimiert und als Protein in die Blutbahn ge- 
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langen. Es werden folglich lediglich Zellen erfallt, 
die zum einen sich selbst in der Blutprobe befinden 
und zum anderen den jeweiligen Hodentumormarker ex- 
primieren. Dabei handelt es sich folglich um Tumor- 
zellen, die aus ihrem ursprttnglichen Hodentumorgewebe 
stammen und in das Blut der Patienten verschleppt 
wurden. Da im Blut nicht an einem Hodentumor Erkrank- 
ter die mRNA der untersuchten Marker nicht exprimiert 
wird, zeigt sich eine direkte Korrelation zwischen 
dem Auftreten der zugehdrigen mRNA und einer Metasta- 
sierung schon im frtlhen Stadium im Metastasierungs- 
prozefl. 

Vorteilhafterweise wird nicht nur die mRNS eines ein-^ 
zelnen Hodentumormarkers erfafit sondern eine Kombina- 
tion von Markern untersucht. Dadurch ist es m6glich, 
beispielsweise alle Hodenkrebsformen tlber ihre im 
Blut metastasierenden Zellen erfassen zu k5nnen. Dies 
bedeutet, dafi sowohl seminose als auch nichtsemin5se 
Hodenkrebsformen bzw. auch Mischtumore mit Anteilen 
eines Seminoms und damit 90-95 % aller malignen Tumo- 
re des Hodens, n^mlich samtliche Keimzelltumoren, er- 
fafit werden. 

Da einzelne Marker in therapieabhangiger Weise unter- 
schiedlich exprimiert werden, ist es vorteilhaft, ei- 
ne Kombination von Tumormarkern zu untersuchen, um 
alle im Blut zirkulierenden Tumor zellen zu erfassen. 
Hierdurch lassen sich Tumorzellen auch dann erkenn- 
nen, wenn die Expression eines bestimmten Markers bei 
.einem Patienten bzw. in einem Krankheitsstadium rela- 
tiv gering ist, was sonst zu einem vermeintlich nega- 
tiven Ergebnis fUhren konnte. Die Verwendung weiterer 
Marker st5J5t jedoch meist deswegen auf Grenzen, weil 
mononukleSre Blutzellen eine Hint ergrundexpress ion 
(„illegitime Transkription* ) aufweisen, die eine ex- • 
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akte Analyse behindern. 

FUr die Erkennung von Hodenzellen wird daher erfin- 
dungsgem&fi die folgende Kombination aus Markern vor- 
geschlagen: 



- GA733.2 

- GCAP/PLAP 

- HMGI-C 
10 - GRPR, 



wobei GA733.2 und/oder GCAP/PLAP ftir eine sichere Er- 
kennung von Hodentumorzellen obligatorisch erfalit 
we r den mtissen. 



Bei der Anwendung von RT-PCR-Systemen zum Nachweis 
von Tumorzellen ist aufgrund der sehr hohen Amplifi- 
kationsrate die Spezifitat ein kritischer Punkt. Ge- 
ringste Kontaminationen, etwa durch Fremd-RNA oder 
20 untypische Transkription, konnen hierbei das Ergebnis 

verf alschen. 

^ ^ Zentral far die QualitcLt der als Nachweisbasis iso- 
lierten RNS und der daraus synthesitierten cDNS ist 
25 die Anreicherung der hierfUr verwendeten Zellfraktion 

aus der verwendeten Blutprobe. HierfUr stehen ver- 
schiedene Methoden zur Verftlgung: 

a) Anreicherung durch wiederholte Zentrifugation nach 
30 Erythrozytenlyse: 

1 ml EDTA-Blut werden nach Zugabe von 5 Volumina 
Erythrozyten-Lysepuf fer ( „QIAmp Blood Kit'*, Qia- 
gen; Hilden) fUr 20 Minuten auf Eis lysiert. Nach 
35 Abnehmen des Plasmas/Lysates von den pelletierten 

Zellen und Resuspension erfolgt eine erneute Zen- 
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trifugation bei 3000 x g ftir 20 Minuten. Nach Ab- 
nehmen des tJberstandes steht die pelletierte Leu- 
kozytenfraktion far die RNA-Pr^paration zur Verftl- 
gung. 

b) Anreicherung durch Dichtegradienten- 
Zentri f ugat ion : 

Mittels eines liber Zentrifugation erzeugten Dich- 
tegradienten lassen sich Zellen unterschiedlicher 
mittlerer Volumendichte voneinander trennen. Mono- 
nukleare Blutzellen werden mittels eines Ficoll- 
Hypaque-Gradienten (Pharmacia, Uppsala, Schweden) 
separiert und anschliefiend zweifach mit PBS/1% FCS 
gewaschen. 

c) Anreicherung mittels Antikcirpermarkierung 

Durch die Verwendung der Immunzytochemie mit mono- 
klonalen Antik5rpern gegen Tumorzellantigene kann 
eine Steigerung der Spezifit&t des Tumorzell- 
Nachweises erzielt werden (Nachweisquote von 1 Tu- 
morzelle auf 10 7 mononuklearen Blutzellen) . Die 
Tumorzellen werden dabei mittels spezifischer An- 
tikGrper bzw. einer AntikSrpermischung von mononu- 
klearen Blutzellen getrennt. Die Trennurig kann 
mittels Magnetpartikel (Dynal), an die die Anti- 
kSrper gebunden werden, erfolgen. Dies wird im 
folgenden detaillierter beschrieben. 

Eukaryontische Zellen tragen eine Vielzahl unter- 
schiedlicher Molekttle an ihrer Zelloberf lache . 
Entsprechend des Ursprungs und der Funktion der 
einzelnen Zelle unterscheidet sich die Kombination 
der exprimierten Oberf lachenmolekiUe, so dafi zell- 
typ-spezifische Muster entstehen. Zur Erkennung 



WO 03/044224 



PCT/EPO 1/13606 



8 



dieser zelltyp-spezif ischen Muster werden Antikdr- 
per genutzt. Antikftrper binden mit hoher Spezifi- 
t&t an ihr Antigen, hier an ausgewShlte Oberfia- 
chenmolektile . Diese Eigenschaft wird genutzt, um 
5 Zellen mittels spezifischer Antikorperbindung an- 

hand ihrer Zelltyp-spezif ischen Muster zu erkennen 
und voneinander zu unterscheiden. 

Die Expression spezieller Oberf lachenproteine un- 
terscheidet Tumor zellen von nichttransformierten 
Zellen dieses Zelltyps. Da sich dieses spezielle 
Muster der Oberf ISchen-Antigene bei Tumorzellen 
auch von den Blutzell-typischen Mustern unter- 
scheidet, kfcnnen Tumorzellen im Blut unter- 
schieden werden. Urn Tumorzellen zu identif izieren, 
werden Antikorper, die diese speziellen Oberfia- 
chenproteine spezifisch erkennen, als Werkzeuge 
genutzt. Die spezifische Antikdrperbindung wird 
ftlr verschiedene Analyse- und Separations-Methoden 
nutzbar gemacht. 

Aufgrund der intensiven Bindung von speziell daftir 
selektionierten Immunglobulinen ist neben der Er- 
kennung von Zellen. ttber deren Oberf lachenepitope 
25 auch eine Separierung der erkannten Zellen von 

nicht erkannten mSglich. 

Verschiedene Trennprinzipien sind moglich: 

30 1. Trennprinzip beruhend auf FlUssigphase; z. B. 

Durchf luJi zytometrie : 

Ftir die durchf luflzytometrische Analyse werden 
Antikorper mit Fluoreszenzf arbstof f en gekoppelt. 
35 Vereinzelte Zellen werden in einem konstanten 

Fltlssigkeitsstrom einzeln an einer Lichtquelle 
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(Laser) vorbeigeleitet . Bei Beleuchtung der Zel- 
len werden die an den Antik5rpern gebundenen 
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und strahlen 
Licht bestimmter Wellenlangen ab. Das abge- 
5 strahlte Licht wird detektiert und das gemessene 

Signal digitalisiert gespeichert. Das Lichtsi- 
gnal kann einzelnen Zellen zugeordnet werden. 
Die Antikorper-markierte Zelle wird so erkannt 
und kann nun von anderen Zellen getrennt werden. 
10 Zur Trennung werden die Zellen in kleinsten 

Tropfen vereinzelt. Nach Erkennung der AntikSr- 
per-markierten Zelle wird der entsprechende 
Tropfen in ein Auf f angbehaitnis gelenkt. 

15 Eine derartige Anreicherung kann beispielsweise 

durch FACS-Durchfluflzytometrie erfolgen. Dabei 
werden beispielsweise die mononuklearen Zellen 
aus der unter b) anger ei chert en Fraktion mit 
fluoreszenzmarkierten- mononuklearen AntikSrpern 
20 gegen tumorspezif ische Oberf lachenproteine inku- 

biert. Die markierten Zellen werden zweifach mit 
PBS gewaschen und im Anschlufi werden 10 7 Zellen 
in 1 ml PBS resuspendiert . FUr die Isolierung 
der Tumorzellen wird ein FACS Vantage SE- 
25 Durchflufizytometer (Becton Dickinson) verwendet. 

ttber das CellQuest Programm erfolgen Datenauf- 
nahme, Instrumentenkontrolle und Datenauswer- 
tung. Die sortierten Zellen werden in ein 1,5 
ml-Reaktionsgefafi (geffillt mit 1 ml PBS) tiber- 
30 ftthrt. Die RNS kann dann wie spater beschrieben 

isoliert werden. 

2. Trennprinzip beruhend auf Festphase; z. B. ma- 
gnetische Separation: 



03/044224 



10 



PCT/EP01/13606 



FiAr die magnetische Separation werden AntikSrper 
mit pseudomagnetischen Partikeln gekoppelt. Nach 
Einbringen der pseudomagnetischen Partikel in 
ein Magnetfeld wandern die Partikel im magneti- 
schen Feld. Bei der Bewegung in dieseia magneti- 
schen Feld werden Zellen, an die diese gekoppel- 
ten Antikdrper gebunden sind, mitgerissen und 
von anderen Zellen getrennt. 

Zur Tumor zellenerkennung mittels Magnetpartikel 
werden folglich an pseudomagnetische Partikel, 
die eine definierte Anzahl an chemisch aktivier- 
ten Stellen auf ihrer Oberflache besitzen, Anti- 
korper kovalent gekoppelt. Ober die Spezifitat 
der Antikdrper wird die Spezifitat der Trennung 
bestimmt. Eine Tumor zellen enthaltende Blutprobe 
wird mit Antikorper-gekoppelte Magnetpartikel 
versetzt; dann werden Partikel und Blut relativ 
zueinander bewegt, beispielsweise durch „0ber- 
Kopf-Rotieren* in einem geschlossenen Beh&lter 
befindlicher Proben oder durch Bewegung der Par- 
tikel aufgrund wechselnder Magnetf elder . Jene 
(Tumor-) Zellen, die von den Festphase-gebundenen 
Antik5rpern erkannt und damit fest gebunden wer- 
den, folgen der Bewegung der Partikel. Hierdurch 
ist es mGglich, bei Anlegen eines magnetischen 
Feldes, die Partikel mit den daran gebundenen 
Zellen aus dem Blut herauszuziehen (z.B. an die 
Wand des Trenngef cLBes) . Das auf diese Weise Tu- 
morzellen-depletierte Blut kann gegen andere L6- 
sungen ausgetauscht werden, wobei die liber Ma- 
gnetpartikel separierten Zellen bis zum Abschal- 
ten/Entfernen des Magnetfeldes vor Ort verblei- 
ben und far weitere Anwendungen zur Verfttgung 
stehen. 
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Vorteilhafterweise k5nnen fUr die Erkennung der Tu- 
morzellen spezifische Antikorper-Mischungen verwendet 
werden, die entweder allgemein auf Tumorzellen oder 
auch spezifisch far Hodenzellen-Erkennung optimiert 
sind. Beispielsweise eignet sich zur Erkennung von 
Tumorzellen im Blut eine Kombination der Antikdrper 
MOC-31 und Ber-EP4. 



Tabelle A: Antikorper-Mischung 1 



Antigen 


Klon 


Konzentration 


Epith.Rel Antigen 


MOC-31 (Fa. Novocastra) 


1,25 pl/10 6 Zellen 


Epitheliales Antigen 


Ber-EP4 (Fa. DAKO) 


0,924 Mg/10 8 Zellen 



Mittels der Antik5rpermischung in der vorhergehenderi 
Tabelle A werden ganz allgemein Tumorzellen, jedoch 
mit hoher Spezifit&t erfaBt. Dies beruht auf der se- 
lektiven Expression bestimmter Oberf lachenproteine, 
die Krebszellen von anderen Zellen unterscheidet . 

Derartige Antikbrpermischungen zeigen im Vergleich zu 
den jeweils separat eingesetzten Antikbrpern bei der 
Zellerkennung und Zelltrennung unabh&ngig von der an- 
gewandten Methode eine erhbhte Sensitivitat . 

Im folgenden werden einige Beispiele erf indungsgema- 
fier Verfahren, hierzu verwendeter Diagnose-Kits und 
dergleichen beschrieben. 
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Es zeigen: 

Fig. 1 den. Nachweis von PCR-Produkten mittels 
Elektrophorese; und 

Fig, 2 einen weiteren Nachweis von PCR-Produkten 
mittels Elektrophorese. 

In einem ersten Schritt des erf indungsgem&flen Verfah- 
rens wird einem Patienten eine Blutprobe entnommen. 
Aus einem Milliliter dieses Vollblutes (als EDTA- 
Vollblut) erfolgt eine RNS-Auf arbeitung mit dem 
QIAampRNA-Blood Mini Kit™ (Firma Qiagen, Hilden) . 
Kontaminationen mit genomischer DNS werden durch ei- 
nen zusatzlichen DNS-Verdau mit dem RNase-Free DNase 
Set™, (Firma Qiagen, Hilden) auf der Saule vermie- 
den . 

Alternativ zur oben beschriebenen RNS-Isolierung ist 
es auch mSglich, die isolierte Fraktion mononukle^rer 
BlutkSrpercen, wie sie oben beschrieben sind, in TRI- 
zol-Reagenz der Firma Gibco BRL, NY, USA auf zunehmen, 
zu lysieren und mittels Pipette zu homogenisieren. 
Anschliefiend wird die RNS-haltige waJirige Phase aus 
einer Chloroform-Extraktion in Isopropanol bei -80°C 
gefallt. Nach zweimaligem Waschen in 80%igem Ethanol 
wird das Pellet an der Luft getrocknet und anschlie- 
flend in RNase-freiem Wasser resuspendiert ♦ 

Anschliefiend wurde die RNS in einem entsprechenden 
. Volumen Wasser zusammen mit Oligo (dT) i 5 -Primern der 
Firma Promega, Mannheim fUr 5 Minuten bei 65 °C dena- 
turiert und anschliefiend direkt auf Eis inkubiert. Es 
folgte eine cDNS-Synthese bei 37 °C fUr eine Stunde 
und eine nachfolgende Inaktivieruhg der zugegebenen 
reversen Transkriptase far 5 Minuten bei 93 °C und 
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Abktlhlung auf Eis. Die gesamte reverse Transkription 
wurde mittels des Sensiskript™ Reverse Transkriptase 
Kit der Firma Qiagen, Hilden durchgefiihrt. 

5 Der Reaktionsansatz fttr 20 ]il fiir die cDNS-Synthese 

ist in der nachfolgenden Tabelle 1 angegeben. 

Tabelle 1: Komponenten der cDNS-Synthese 



Komponenten 


Volumen 


E ndkon z en tr a ti on 


RNS 


X ]ll 


5 ng/ial 


lOx RT-Puffer 


2 ]il 


lx 


dNTP-Mix (je 5 mM) 


2 ]xl 


jeweils 0.5 mM 


Oligo (dT) rPrimer (10 
PM)' 


2 ]xl 


1 ]aM 


Reverse Transkriptase 


1 ui 


4 U 


RNase-Inhibitor 


1 \xl 


0.5 Units/pl 


RNase-freies Wasser 


ad 20 pi 





( ) Im Anschlufc an die reverse Transkription wurde eine 
Multiplex-PCR mit p-Aktin als interner Kontrolle 
15 durchgefiihrt. Der entsprechende Reaktionsansatz geht 

aus Tabelle 2 im folgenden hervor. 
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Tabelle 2: PCR-Ansatz 

Die PCR-Synthese erfolgte in einem 
20 jil-Reaktionsansatz 



Komponenten 


Volumen 


Endkonzentration 


CDNA 


6 p.1 




lOx PCR-Puffer* 


5 pi 


lx 


dNTP-Mix . 


1 pi 


jeweils 200 uM 


Primer 


(s. Tabelle 3) 




Q-Solution*** 


10 ul 




Taq-DNA Polymerase 
*★ 


0.5 ul 


2.5 U 


H 2 0 


ad 50 \xl 





* enthalt 15 mM MgCl 2 

** HotStar Taq™ DNA Polymerase, Fa. Qiagen, Hilden 
*** Q-Solution; Fa. Quiagen, Hilden; 

(Der Zusatz von Q-Solution ist zum Nachweis von GCAP/PLAP not- 
wendig) . 

Als Primer warden die in der folgeriden Tabelle 3 zu- 
sammengefafiten PCR-Primer eingesetzt. 
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Tabelle 3: Liste der PCR-Primer 



Primername 


Sequenz 
5'-* 3' 


PCR- 
Produkt 


Tumormarker 






GCAP/PLAP sense 


GCCACGCAGCTCATCTCCAACATG 


440 bp 


GCAP/PLAP antisense 


ATGATCGTCTCAGTCAGTGCCCGG 


GA733J2 sense 


MTCGTCAATGCCAGTGTACTTCA 


395 bp 


GA733_2 antisense 


TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA 


HMGI-sense 


AAAGGCAGCAAAMCAAGAGTCCC 


213 bp 


HMGI-antisense 


CCAACTGCTGCTGAGGTAGAAATC 


GRPR sense 


TCTCCCCGTGAACGATGACTGGTC 


308 bp 


GRPR antisense 


TGAAGACAGACACCCCAACAGAGG 


interne Kontrolie 






P-Aktin sense 


CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT 


111 bp 


p-Aktin antisense 


ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA 



Diese Primer wurden in den in Tabelle 4 aufgelisteten 
Mengen und Kombinationen eingesetzt/ die dort spal- 
tenweise aufgeftthrt sind. 
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Tabelle 4: Auflistung der Primermengen und Pri- 
mer komi nati onen 



Marker 
Primer 


GCAP 


GA733_2 


GCAP 
GA733_2 


HMGI- 
C 


GRPR 


GCAP 
GA733 
HMGI-C 
GRPR 


GCAP/PLAP sense 


500 nM 




800 nM 






800 nM 


GCAP/PLAP sense 


500 nM 




800 nM 






800 nM 


GA733 2 sense 




500 nM 


300 nM 






300 nM 


GA733 2 antisense 




500 nM 


300 nM 






300 nM 


HMGI-C sense 








500 nM 




500 nM 


HMGI-C antisense 








500 nM 




500 nM 


GRPR sense 










500 nM 


500 nM 


GRPR antisense 










500 nM 


500 nM 


G-Aktin-sense 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


a-Aktin antisense 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 


100 nM 



Die Multiplex-PCR wurde unter den in Tabelle 5 ange- 
gebenen Bedingungen und bei den in Tabelle 6 angege- 
benen markerspezif ischen Annealingtemperaturen und 
Zyklenzahlen durchgeftthrt . In Tabelle 5 ist die An- 
nealingtemperatur mit x angegeben, wobei dabei je- 
( ) weils die entsprechende Annealingtemperatur aus Ta- 
belle 6 verwendet wurde. 



Tabelle 5: PCR-Bedingungen 



Vor abdena tur i erung 


95 °C 15 min 


Zyklus 

1 . Denaturierung 

2. Annealing 

3. Extension 

Finale Extension 


94 °C 1 min 

x °C 1 min (s.Tab.6) 
72 °C 1 min 

72 °C 10 min 
4 °C Pause 
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Tabelle 6: Marker-spezifische Annealingtemperatur 

und Zyklenzahl 



Marker 


GCAP 


GA733 2 


HMGI- 
C 


GRPR 


GCAP 
GA733_2 


GCAP 
GA733 2 
HMGI-C 
GRPR 


Annealing- 
Temperatur 


58°C 


56°C 


57°C 


60°C 


58°C 


58 a C 


Zyklenzahl 


'40 


40 


40 


40 


40 


40 



1 ill des so erzeugten PCR-Produktes wurde in einem 
Agilent Bioanalyzer 2100 auf einem DNA-Chip 500 auf- 
getrennt und das Trennergebnis elektrophoretisch do- 
kumentiert. 

Fig. 1 zeigt das Ergebnis eines Nachweises mittels 
Elektrophorese unter Einsatz eines DNA-500-Chip (Agi- 
lent) und eines Agilent Bioanalyzer 2100. Spur 1 
zeigt eine 100 bp-Leiter, Spur 2 eine cDNA-Kontrolle 
ohne RNA im Ansatz, Spur 3 eine PCR-Kontrolle ohne 
cDNA im Ansatz, Spur 4 eine Negativkontrolle fiir 
GCAP/PLAP mit RNA einer gesunden Kontrollperson im 
Ansatz und Spur 5 die Probe einer erkrankten Person. 

Die Kontrollmessung von fi-Aktin ist lediglich bei den 
beiden realen Blutproben der Spuren 4 und 5 positiv, 
wahrend lediglich Spur. 5 die zu erwartende Bande fUr 
GCAP/PLAP als Hodentumormarker aufweist. 

Ein weiteres Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. Der 
Nachweis erfolgte dabei ebenfalls mittels eines Agi- 
lent Bioanalyzer 2100 und einem DNA-500 Assay-Chip 
von Agilent. Die Spuren 1 bis 6 zeigen dabei eine 
Multiplex- PCR der cDNA von GCAP und GA733.2 und die 
Spuren 7 bis 13 eine Multiplex-PCR der cDNA von GCAP, 
GA733.2, GRPR und HMGI-C . Die Bezeichnungen cDNA- 
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Kontrolle, PCR-Kontrolle und Negativ-Kontrolle be- 
zeichnen Proben ohne RNA, ohne cDNA bzw. mit RNA ei- 
ner gesunden Kontrollperson. Es ist in den Spuren 5, 
9 bzw. 13 zu erkennen, dafl lediglich die Proben an 
Hodentumor erkrankter Personen im Nachweis der cDNA 
unddamit der mRNA far GCAP/PLAP, GA733.2, GRPR und 
HMGI-C positiv sind. 

Damit ist gezeigt, dafi die entsprechenden Hodentumor- 
marker wie beschrieben und beansprucht, nachgewiesen 
werden kGnnen. 

Alternativ zu den hier dargestellten Methoden konnen 
selbstverstandlich auch herkommliche Analysemethoden 
wie Agarose-Gelelektrophorese angewandt werden, bei 
denen beispielsweise 25 \il des oben dargestellten 
PCR-Produktes liber ein 2,5%iges Agarosegel aufge- 
trennt werden und die DNS-Banden anschliefiend mit 
Ethidiumbromid angefarbt und sichtbar gemacht werden. 
Die Dokumentation kann beispielsweise mit Hilfe des 
DUO Store Systems der Fa. Inta durchgefiihrt werden. 

Auch eine Fragmentanalyse mittels ABI Prism 310 Gene- 
tic Analyzer (Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt) 
kann zur Auswertung verwendet werden. Hierzu wird ei- 
ne PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern durchgefiihrt 
und anschlieflend beispielsweise jeweils 1 |il des je- 
weiligen PCR-Produktes in einer Verdtlnnung von 1 : 50 
eingesetzt. 

Als weiterer Nachweis ist ein Nachweis mittels se- 
quenzspezifischer f luoreszenzmarktierter Hybridisie- 
rungsproberi moglich, die nach jedem Zyklus der PCR 
die Produktentwicklung verfolgen lassen. Anhand spe- 
zieller Standards kann dann auch ein RUckschlufi auf 
die Menge an Ausgangs-RNS gezogen werden. Als Alter- 
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native zur Block-PCR Jcann der Tumormarkernachweis 
auch mittels Echtzeit-PCR unter Verwendung DANN- 
interkailierender Fluoreszenzf arbstof f e erfolgen 
(z.B. LightCycler™ und CybrGreen™ der Fa. Hoffmann- 
5 Roche) .Da zu erfolgt beispielsweise eine Quantifizie- 

rung liber f luoreszenzbasierte Echtzeit-PCR. Hierzu 
wird dem PCR-Ansatz eine sequenzspezif ische fluores- 
zenzmarkierte Hybridisierungsprobe zugesetzt, durch 
die nach jedem Zyklus der PCR mittels der von ihr 

10 emittierten Fluoreszenz die Produktentwicklung, d.h. 

die Amplif ikation, verfolgt werden kann. Anhand spe- 
zieller Standards konnen dann Rlickschllisse auf die 
Mengen an Ausgangs-RNS gezogen werden. Damit ist auch 
eine Quantif izierung der in der Blutprobe vorliegen- 

15 den Hodentumor-assoziierten RNS und folglich eine di- 

rekte Aussage liber das Ansprechen auf eine gew&hlte 
Therapiemethode mSglich. Dieses Verfahren kann bei- 
spielsweise mit einem Light-Cycler™ der Firma Roche, 
Basel oder einem Taq-Man™ der Firma PE Applied Bio- 

20 systems, Wieterstadt, wie es bereits hinl&nglich aus 

der Liter atur bekannt ist, durchgeflihrt werden. 

AbschlieBend sei darauf hingewiesen, daB die erfin- 
dungsgemafle Vorrichtung und das erfindungsgemaJie Ver- 
25 fahren es weiterhin ermoglichen, die wie oben be- 

schriebe'nen sortierten und separierten Zellen an- 
schlieBend beliebig weiter zu verwenden. Beispiels- 
weise kdnnen diese in ein geeignetes Zellkulturmedium 
eingesetzt und in situ kultiviert werden. 

30 

Da die Zellen nach der Trennung intakt sind, bleiben 
auch die Eigenschaf ten der Zellmembran und des Zell- 
kerns erhalten. Dies er6ffnet die MSglichkeit, mikro- 
skopisch die Expression weiterer Oberf lachenmarker 
35 untersuchen oder auch Chromosomen-Analysen durchzu- 

ftihren. Die sortierten Zellen werden dazu auf Objekt- 
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trager aufgebracht. Der Nachweis weiterer Oberfia- 
chenmarker kann chytochemisch oder ttber Fluoreszenz- 
mikroskopie erfolgen. Ebenso konnen genet ische Analy- 
sen durchgeftihrt werden, wie beispielsweise Chromoso- 
menanalysen mittels FISH (Fluorescence in situ hybri- 
disation) oder Karyogramm-Erstellung. 



( ) 
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Patentanspriiche 

Diagnose-Kit zur Diagnostik oder Behandlungskon- 
trolle von Ho den tumor en mit 

mindestens einem Paar Oligonukleotide (Reverse- 
primer, Forwardprimer ) , 

wobei die beiden Oligonukleotide des Paares als 
Primer zur Amplif ikation mittels Polymeraseket- 
tenreaktion jeweils eines der beiden komplemen- 
taren Strange eines gesuchten DNS-Abschnittes 
geeignet sind, und 

wobei der gesuchte DNS-Abschnitt Teil der cDNS 
zu einem der Tumormarkerproteine plazenta- 
spezifische alkalische Phosphatase (PLAP), keim- 
zell-spezifische alkalische Phosphatase (GCAP) , 
epitheliales Glykoprotein 40 (GA 733,2 bzw. EGP 
40) , high-mobility group protein isoform I-C 
(HMGI-C) und/oder Gastrin- releasing peptide re- 
ceptor (GRPR) ist. 

Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, . dail es mindestens zwei 
Paare Oligonukleotide (Reverseprimer, Forward- 
primer) enth&lt, 

wobei die beiden Oligonukleotide der jeweiligen 
Paare als Primer zur Amplif ikation mittels Poly- 
merasekettenreaktion jeweils eines der beiden 
komplementaren Strange verschiedener gesuchter 
DNS-Abschnitte geeignet sind, und 
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wobei die gesuchten DNS-Abschnitte jeweils Teil 
der c-DNS zu verschiedenen Tumormarkerproteinen 
ausgewahlt aus den Tumormarkerproteinen plazen- 
ta-spezifische alkalische Phosphatase (PLAP), 
keimzell-spezifische alkalische Phosphatase 
(GCAP), epitheliales Glykoprotein 40 (GA 733,2 
bzw. EGP 40), high-mobility group protein iso- 
form I-C (HMGI-C) und/oder Gastrin-releasing 
peptide receptor (GRPR) sind. 

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprttche, dadurch gekennzeichnet, dafi es minde- 
stens ein weiteres Paar Oligonukleotide (Rever- 
seprimer, Forwardprimer) enthalt, 
wobei die beiden Oligonukleotide des Paares als 
Primer zur Amplif ikation mittels Polymeraseket- 
tenreaktion der Reaktionsprodukte einer Polyme- 
rasekettenreaktion mi t einem der anderen Oligo- 
nukleotidpaare geeignet sind. 

Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es ein wei- 
teres Paar Oligonukleotide enthalt, die jeweils 
als Primer zur Amplif ikation zumindest' eines Ab- 
schnitts eines der beiden komplementaren Strange 
der cDNS zu dem Protein p-Aktin als interne Kon- 
trolle geeignet sind. 
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5. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 die beiden Oligonu- 
kleotide eines Paares paarweise die folgenden 
Sequenzen aufweisen: 

GCCACGCAGCTCATCTCCAACATG und 
ATGATCGTCTCAGTCAGTGCCCGG; und/oder 

AATCGTCAATGCCAGTGTACTTGA und 
TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA; und/oder 

AAAGGCAGCAAAAACAAGAGTCGC und 
CCAACTGCTGCTGAGGTAGAAATC; und/oder 

TCTCCCCGTGAACGATGACTGGTC und 
T GAAGACAGACAC C C C AACAGAG G . 

6. Diagnose-Kit nach einem der beiden vorhergehen- 
den Ansprtlche, dadurch gekennzeichnet, dafl zu- 
mindest jeweils eines der beiden Oligonukleotide 
eines Paares von Oligonukleotiden mit Fluoropho- 
ren markiert ist. 

7; Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Oligonukleotide 
verschiedener Paare mit verschiedenen Fluoropho- 
ren markiert sind. 



WO 03/044224 



PCT/EP01/13606 



24 



8. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es zur Am- 
plifikation der cDNS zu Jl-Aktin ein Paar Oligo- 
nukleotide mit den folgenden Sequenzen enthait: 
CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT und 
ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA . 

9. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zumindest jeweils 
eines der beiden Oiigonukleotide des Paares zur 
Amplifikation der cDNS zu fi-Aktin mit Fluoropho- 
ren markiert ist. 

10. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Oligonukleotid 
mit folgender Sequenz 
CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT 

mit dem Fluorophor 

4,7,2 f ,4 f ,5 l ,7 l -Hexachloro- 6-Carboxyf luorescein 
markiert ist. 

11. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es die zur 
Durchflihrung einer Polymerasekettenreaktion er- 
forderlichen Substanzen enthait. 
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12. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafl es als zur 
Durchfiihrung einer Polymerasekettenreaktion er- 

5 forderliche Substanzen eine Puf f erlosung, Mag- 

nesiumchlorid, Desoxynukleotid-Triphosphate so- 
wie eine hitzestabile Polymerase enthalt. 

13. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
10 dadurch gekennzeichnet, dafi es als hitzestabile 

Polymerase eine Polymerase aus Thermus aquaticus 
(Taq-Polymerase) enthalt . 

14. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
15 spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es als Po- 

sitivkontrolle eine DNS-Probe mit dem jeweils 
gesuchten DNS-Abschnitt enthalt. 



( ) 



15. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
20 spriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi es eine An- 

leitung zur DurchfOhrung der Polymerasekettenre- 
aktion und/oder 

eine Anleitung zur DurchfOhrung einer Fragment- 
analyse enthalt. 



25 



16. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, dadurch gekennzeichnet, dafi es ein 
Schema zur Auswertung der erhaltenen Mefiergeb- 
nisse enthalt. 
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17. Diagnose-Kit nach eineia der vorhergehenden An- 
sprtlche, dadurch gekennzeichnet, daii es einen 
Mikroarray (DNS-Chip) enthait, wobei der Array 
eine Anzahl voneinander getrennter Zellen (Fel- 
der) aufweist und in mindestens einer Zelle des 
Mikroarrays ein Oligonukleotid angeordnet ist, 
das mit dem gesuchten DNS-Abschnitt hybridi- 
siept. 



18. Diagnosekit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi in mindestens einer 
weiteren Zelle des Mikroarrays ein weiteres Oli- 
gonukleotid angeordnet ist und die Sequenz des 

15 Oligonukleotids, das in der mindestens einen 

Zelle angeordnet ist, sich von der Sequenz des 
weiteren Oligonukleotides unterscheidet - 

19. Diagnose-Kit nach eineia der beiden vorhergehen- 
20 den Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dafi in 

mindestens zwei Zellen jeweils ein Oligonukleo- 
tid angeordnet ist, wobei diq in verschiedenen 
Zellen angeordneten Oligonukleotide jeweils mit 
verschiedenen gesuchten DNS-Abschnitten hybridi- 
25 sieren. 

20. Mikroarray zur Diagnostik Oder Behandlungskon- 
trolle von Hodentumoren, beispielsweise DNS- 
Chip, mit einer Anordnung von mehreren, von- 

30 einander getrennten Zellen, dadurch gekennzeich- 
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net, daB in mindestens einer Zelle ein Oligonu- 
kleotid angeordnet ist, das mit einem DNS- 
Abschnitt hybridisiert, der Teil der cDNS zu ei- 
nem der Tumormarkerproteine, plazenta- 
5 spezifische alkalische Phosphatase (PLAP) , keim- 

zellspezif ische alkalische Phosphatase (GCAP) , 
epitheliales Glykoprotein 40 (GA 733.2 bzw. EGP 
40) , high-mobility group protein isoform I-C 
(HMGI-C) und/oder Gastrin-releasing peptide re- 
10 ceptor (GRPR) ist. 

21. Mikroarray nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJi in zwei bis vier Zellen jeweils 
verschiedene Oligonukleotide angeordnet sind, 

15 die mit jeweils zwei bis vier verschiedenen DNS- 

Abschnitten, die Teil der cDNS von jeweils ver- 
schiedenen Tumormarkerproteinen ausgewahlt aus 
den Tumormarkerproteinen plazenta-spezif ische 
. alkalische Phosphatase (PLAP) , keimzell- 

20 spezifische alkalische Phosphatase (GCAP), epit- 

heliales Glykoprotein 40 (GA 733,2 bzw. EGP '40), 
high-mobility group protein isoform I-C (HMGI-C) 
und/oder Gastrin-releasing peptide receptor 
(GRPR) sind, hybridisieren. 

25 

22. Verfahren zur Diagnostik oder Behandlungskon- 
trolle von Hodentumoren bei einem Menschen, da- 
durch gekennzeichnet, dafl in einer Blutprobe des 
Menschen das Vorhandensein oder Fehlen von mRNS 

30 erfafit wird, die ftir mindestens eines der Tumor- 

markerproteine plazenta-spezifische alkalische 
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. Phosphatase (PLAP) , keimzell-spezif ische alkali-, 
sche Phosphatase (GCAP) , epitheliales Glykopro- 
tein 40 (GA 733.2 bzw. EGP 40), high-mobility 
group protein isoform I-C (HMGI-C) und/oder Ga- 
5 strin-releasing peptide receptor (GRPR) kodiert 

und daraus auf das Vorhandensein von Tumorzellen 
in der Blutprobe und damit auf mogliche Metasta- 
sierung geschlossen wird. 

10 23 • Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 

durch gekennzeichnet, daB die iqRNS in herk5romli- 
cher Weise urntiittelbar aus der Vollblutprobe 
isoliert wird. 



15 24. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 

durch gekennzeichnet, daJS anschliefiend an' die 
Isolation der mRNS ein DNS-Verdau durchgeftihrt 
wird. 

( ) 

20 25. Verfahren nach einem. der Ansprttche 22 bis 24, 

dadurch gekennzeichnet, daii die RNS-haltigen Be- 
standteile der Blutprobe zuerst auf konzentriert 
werden und anschliefiend diese Fraktion unter- 
sucht wird. 



.25 



26. Verfahren hach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft zur Auf konzentration 
der RNS-haltigen Bestandteile mindestens eine 
Zentrifugation der Blutprobe zur Pelletierung 
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der in ihr enthaltenen Leukozyten durchgeftihrt 
wird. 



27 . Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
5 Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, daJJ zur Auf- 

konzentration der RNS-haltigen Bestandteile eine 
* : Lyse darin enthaltener Erythrozyten durchgeftihrt 

und anschlieflend die nichtlysierten Leukozyten 
als Fraktion pelletiert und fur die weitere Dia- 
10 gnose gewonnen werden. 



28. Verf ahren nach einem der Ansprtiche 25 bis 27, 

dadurch gekennzeichnet, dafl zur Auf konzentration 
der RNS-haltigen Bestandteile mindestens eine 
15 Dichtegradienten-Zentrifugation der Blutprobe 

zur Abseparierung und Gewinnung der in ihr ent- 
haltenen mononuklearen Blutzellen durchgeftihrt 
wird. 



20 29. Verfahren nach einem der Ansprtiche 22 bis 28, 

dadurch gekennzeichnet, dafi zur Separation von 
Hodentumorzellen die Zellen mit gegen Tumorzel- 
len oder Hodentumorzellen gerichteten fluores- 
zenzmarkierten AntikSrpern markiert und mittels 

25 f luoreszenzassoziierter Zellsortierung (FACS) 

von der Probe abgetrennt und gewonnen werden. 



30 



30. 



Verfahren nach einem der Ansprtiche 22 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daii zur Separation von 
Tumorzellen oder Hodentumorzellen die Zellen mit 
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magnetischen Partikeln in Kontakt gebracht wer- 
den, auf derenOberflache gegen Tumorzellen oder 
Hodentumorzellen gerichtete AntikSrper immobili- 
siert sind und die magnetischen Partikel an- 
5 schliefiend abgetrennt werden. 



31. Verf ahren' nach einem der Ansprtiche 26 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die mononuklearen ' 
Zellen der gewonnenen Fraktion lysiert und die 

10 mRNS abgetrennt wird. 

32. Verf ahren nach einem der Anspriiche 23 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die gewonnene mRNS 
in cDNS revers transkribiert wird und anschlie- 

15 fiend das Vorhandensein oder Fehlen der cDNS er- 

fafit wird, die dem Tumormarkerprotein zugeordnet 
ist. 

( ) 33. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
20 durch gekennzeichnet, dafi zumindest ein vorbe- 

stimmter Abschnitte der cDNS durch Polymerase- 
Kettenreaktion ("PCR") bzw. verschachtelte Poly- 
merase-Kettenreaktion ( "nested 
PCR")vervielfaitigt wird. 

25 

34. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dafi zur Vervielf altigung 
der cDNS eines oder mehrere Oligonukleotid-Paare 
verwendet werden, die die folgenden Sequenzen 
30 aufweisen: 
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GCCACGCAGCTCATCTCCAACATG und 
ATGATCGTCTCAGTCAGTGCCCGG; und/oder 

AATCGTCAATGCCAGTGTACTTCA und 
TAACGCGTTGTGATCTCCTTCTGA; und/oder 

AAAGGCAGCA?y\AACAAGAGTCCC und 
CCAACTGCTGCTGAGGTAGAAATC ; und/oder 

TCTCCCCGTGAACGATGACTGGTC und 
TGAAGACAGACACCCCAACAGAGG . 

Verfahren nach einem der AnsprUche 22 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, dafi als interne Kontrol- 
le die mRNS des Proteins fc-Aktin bestimmt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daii die mRNS ftir fi-Aktin 
in cDNS revers transkribiert und ein Abschnitt 
der cDNS mittels Polymerasekettenreaktion ver- 
vielfaitigt wird. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daJJ zur Vervielf aitigung 
der cDNS des B-Aktin ein Oligonukleotid-Paar 
verwendet wird, wobei die Oligonukleotide des 
Paares die folgenden Sequenzen aufweisen: 
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CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT und 
ACAGGACTCCATGCCCAGGAAGGA . 

38. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Oligonukleotid mit 
der Sequenz 

CTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCT 

mit dem Fluorophor 4, 7, 2 ' , 4 ' , 5 1 , 7 1 -Hexachloro-6- 
Carboxyf luorescein markiert ist. 

39 . Verfahren nach einem der Ansprtiche 33 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, daii der vervielf altigte 
cDNS-Abschnitt durch geeignete Restriktionsenzy- 
me verdaut und anhand der erzeugten cDNS- 
Bruchsttlcke das Vorhandensein oder Fehlen der 
mRNS eines Tumormarkerproteins bestimmt wird. 

40. Verfahren nach einem der Ansprtiche 33 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis der am- 
plifizierten cDNS-Abschnitte eine Gelelektropho- 
rese der PCR-Produkte durchgeftihrt wird. 

41. Verfahren nach einem der Ansprtiche 33 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis der am- 
plifizierten cDNS-Abschnitte eine Fragmentanaly- 
se durchgefUhrt wird. 
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42. Verfahren nach einem der Ansprtiche 33 bis 38, 

dadurch gekennzeichnet, dafi wahrend des Verlaufs 
der Polymerasekettenreaktion die von den Produk- 
ten erzeugte Fluoreszenz erfaBt und die Produk- 
tentwicklung erfaBt wird (fluoreszenzbasierte 
Echtzeit-PCR) . 



43. Verfahren nach einem der Ansprtiche 23 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, daR zum Nachweis der 
mRNS oder cDNS ein Nukleotid-Mikroarray nach ei- 
nem der Ansprtiche 20 oder 21 verwendet wird. 

44. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB zum Nachweis der am- 
plifizierten cDNS das PCR-Produkt auf ein Nu- 
kleotid-Mikroarray nach einem der Ansprtiche 20 
oder 21 aufgetragen wird. 



45. Verwendung eines Diagnose-Kits, eines Mikro- 

arrays und/oder eines Verfahrens nach einem der 
vorhergehenden Ansprtiche zur Diagnose von Er- 
krankungen oder Metastasierung oder zur Behand- 
lungskontrolle bei Hodentumor. 
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